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La presente invention conceme de nouveaux acides nucleiques ayant une 
activite de promoteur transcriptionnel. Elle conceme egalement un precede 
de preparation de polypeptides recombinants utilisant ces acides nucleiques. 
ainsi que les cellules recombinantes contenant ces acides nucleiques. 
L* invention conceme en outre un nouveau precede de preparation 
d'antigenes ou fragments d'antigenes. notamment de toxines bacteriennes, 
plus preferentiellement de toxines de Clostridium, en vue de la preparation 
de compositions immunogenes et/ou vaccinales. Elle conceme encore des 
compositions immunogenes et/ou vaccinales ayant des proprietes 
ameliorees. 

La presente invention conceme plus particulierement le domaine de la 
production de proteines toxiques bacteriennes. notamment de toxines de 
Clostridium ou d'autres organismes pathogenes. Elle concerne en particulier 
la production amelioree de ces toxines, dans le but de realiser des 
preparations immunogenes ayant un pouvoir vaccinant accru. 

Les pathologies d'origine bacterienne (cholera, dysentrie. ententes, etc) sont 
une cause de mortalite importante chez i'homme comme chez I'animal. Ces 
pathologies sont essentiellement d'origine alimentaire. liees a la presence 
dans les elements ingeres de bacteries pathogenes qui vont coloniser les 
parois mucosales, puis engendrer une toxicite et une necrose des tissus. Les 
bacteries pathogenes appartiennent a des genres differents. parmi lesquels 
on peut citer notamment Actinomycetes. Bacillus. Bordetella. Clamydia. 
Clostridium. Corynebacterium. Escherichia. Fusobacterium. Listeria. 
Mycobacterium. Mycoplasma. Samonella. Staphylococcus. Treponemo ou 
encore Vibro. Parmi ces bacteries pathogenes. les bacteries Clostridium 
representent une classe importante. dont on peut mentionner par exemple 
les especes suivantes : C. absonum. C. baratii. C. bifermentans. C. chauvei. 



C. difficile. C. ghonii. C. lituseburense. C. novyi, C. perfringens. C. septicum. 
C. sord llii. C. subterminal et C. tetani. 

II a ete montrd que la pathogdnicitd de ces bactdries pathogenes est li§e a la 
production, par celles-ci. de toxines ou ent6rotoxines. Aujourd'hui, la grande 
majorite de ces toxines a et§ identifiSe et caractdrisee. 

Ainsi, la pathogenicite des souches de Clostridium septicum, connues 
comme etant responsables de la gangrene atraumatique, est liee a 
['expression d'un facteur letal unique, designe toxine alpha, dont le gene a 
ete clone (Ballard et al.. Infection and Immunity 63 (1995) 340). La toxine 
produite par les souches de Clostridium sordellii a ete designee cytotoxine 
Cs Cyt. Les souches de C. perfringens sont gen6ralement classees en 5 
types (A-E) en fonction de la nature des toxines qu'elles produisent (toxines 
alpha, beta, epsilon. iota et enterotoxine). La toxicite de C. tetanii est liee a la 
production d'une toxine. de meme que Bordetella produit la toxine 
pertussique ou C. tetani la toxine tetanique. D'autres toxines sont indiquees 
dans la suite du texte. 

Les traitements disponibles actuellement sont essentiellement d'ordre 
prophylactique. Ainsi. des preparations vaccinates sont produites a partir de 
cultures de souches de bacteries pathogenes. Les surnageants contenant 
tes toxines sont ensuite recoltes puis soumis a differentes etapes de 
concentration et/ou purification partielle. Les surnageants ou leurs 
fiitrats/concentrats sont ensuite soumis a une etape d'inactivation, afin de 
produire des toxines non-virutentes, mais conservant leur pouvoir 
immunogene (toxoTdes). Differentes techniques sont disponibles pour 
inactiver les toxines, et notamment des techniques chimiques ou genetiques. 
qui seront detaillees plus loin. Par ailleurs, ie plus souvent, prealablement a 
I'etape tfinactivation, les surnageants de cultures de differents organismes 
pathogenes sont regroupes afin d'obtenir d s cocktails de toxines. dans le 
but de preparer des vaccins polyvalents. 



Des exempies de tels vaccins disponibles dans le commerce sont par 
exemple le Miloxan^. commercialise par la soci6te Rhone-Merieux (Merial). 
France, permettant une protection des antmaux contre les toxi-infections et 
les enterotoxdmies dues d des souches de Clostridium perfringens et de 
Clostridium sordellii. Plus particulierement, cette preparation vaccinale 
contient des toxoides de Clostridium perfringens types B. C et D, de 
Clostridium septicum, de Clostridium novyi de Clostridium tetani, die 
Clostridium ctiauvei et de Clostridium sordellii, Un autre vaccin polyvalent est 
par exemple ie GletvaxS*^. commercialise par la societe Mallinckrodt 
Veterinary, France, permettant une protection contre la collibacilose des 
porcelets et les ententes a Clostridium perfringens de type C. Ce vaccin 
contient plus particulierement des antigenes de E. coli. ainsi que des 
toxoides de la toxine beta de Clostridium perfringens type C. 

Les vaccins disponibles aujourd'hui presentent toutefois un certain nombres 
d'inconvenients. Ainsi, il s'agit essentiellement de melanges de surnageants 
de cultures, dont la composition n'est pas definie exactement et dont la 
reproductibilite n'est done pas entierement assuree. En outre. s*agissant de 
vaccins polyvalents protegeant contre des organismes pathogenes differents. 
leur production implique des fermentations separees, d'organismes 
differents, et done des conditions de culture et des normes de securite tres 
contraignantes sur le plan industriel. En outre, certains de ces vaccins ont 
une efficacite limitee a I'egard de certaines toxines, notamment de celles 
produites en quantites faibles par les organismes pathogenes. 

II existe done un reel besoin de pouvoir ameliorer les conditions de 
preparation, la qualite et Tefficacite des vaccins contre les toxines 
baeteriennes. La presente invention apporte une solution avantageuse a ces 
problemes. 

La presente invention fournit en effet de nouveaux acides nucl'iques 
permettant ['expression de transgenes dans des bacteries, notamment de 
type Clostridium. L'invention fournit 6galement des constructions permettant 



la production dans des bact'ri s, notamm nt d type Clostridium, d 
quantit's plus importantes de toxines, dans un but vaccinal notamment. La 
presents invention foumit en particuller des souches de bact^ries 
recombinantes. notamment de type Clostridium, permettant la production 
amplifiee de toxines, qu'il s'agisse de toxines de Clostridium ou de toxines 
d'autres organismes pathogenes. L'invention foumit egalement des souches 
de bacteries recombinantes, notamment de type Clostridium, permettant la 
production de plusieurs toxines simultanement. 

L'invention decrit ainsi une methode de production de toxines recombinantes 
permettant d'augmenter le caract§re immunogene des preparations 
vaccinantes, et ainsi leur effet protecteur. 

L'invention decrit aussi la production par voie recombinante de nouvelles 
toxines. permettant d'elargir la gamme des vaccins existants. notamment vis- 
a-vis de la toxine beta2 de Clostridium perfringens ou d'autres toxines 
faiblement produites par les organismes pathogenes. ou faiblement 
immunogenes. 

L'invention permet egalement une mise en oeuvre industrielle 
considerablement plus aisee. dans la mesure ou les volumes de surnageants 
produits et ou la diversite des organismes producteurs utilises peuvent etre 
reduits significativement. 

Un premier aspect de ['invention concerne plus particulierement des acides 
nucleiques et des constructions genetiques permettant une production 
amelioree de proteines chez les bacteries, notamment de toxines 
bacteriennes dans les bacteries du genre Clostridium, particulierement 
Clostridium perfringens. 

Ainsi, le demandeur a isole a partir du genome d'une souche de Clostridium 
perfringens de type C le gene complet codant pour une toxine. designee 
toxine beta2 (SEQ ID n^ 1). L'etude du gene obtenu a montre que ce gene 
comporte en outre, en 5\ une region promotrice de la transcription (SEQ ID 
n** 2), efficace dans les bacteries notamment dans les bacteries du genre 
Clostridium, particulierement Clostridium perfringens. 



Un premier objet de 1' invention reside done plus particulidr ment dans un 
acide nucl^ique caracterisd n ce qu'il present, un. activity de promoteur 
transcriptionnel et en ce qu'il comprend : 

(a) tout ou une partie de la s^uence SEQ ID n' 2 ou d'un variant de 
celle-ci, ou 

(b) une sequence hybridant avec tout ou partie du brin 
complementaire de la sequence SEQ ID n** 2. 

Plus preferentiellement, i'acide nucleique selon invention comprend tout ou 
une partie de la sequence SEQ ID n* 2. 

Avantageusement, I'acide nucleique de I'invention est constitue du promoteur 
du gene de la toxine beta 2 de Clostridium perfringens ou d'un fragment de 
celui-ci. 

Le terme "acide nucleique" designe au sens de invention tout acide 
desoxyribonucleique (ADN) ou ribonucleique (ARN). Un ADN peut §tre plus 
particulierement un ADN complementaire (ADNc). un ADN genomique 
(ADNg) ou un ADN synthetique. Au sens de la pr6sente invention, le terme 
"acide nucleique" est 6galement synonyme de "polynucleotide". Les acides 
nucleiques de I'invention peuvent etre d'origine diverses, et notamment 
d'origine bacterienne, synthetique ou semi-synth§tique. lis peuvent dtre 
isoles par toutes les techniques connues de la Biologie mol^culaire, en 
utilisant les donnees structurales et de sequences foumies par la presente 
demande. Ainsi. ces acides nucleiques peuvent etre isoles d partir de 
banques, par des techniques d'hybridation. lis peuvent aussi etre synthetises 
chimiquement ou genetiquement. 

Le terme "partie" ou "fragment" de I'acide nucleique designe tout acide 
nucleique comportant au moins une partie de la sequence concem^e (par 
exemple la sequence SEQ ID n" 2) et conservant une activity de promot ur 
transcriptionnel. La partie de la sequence comprend avantageus ment 50 pb 
au moins, plus pr6f6rentiellement au moins 100 pb. Ces "parties" peuvent 



dtre gdner^es ais^m nt par i s techniques classiqu s de la biologi 
moldculatre, soit par ciivage et dig stion nzymatiqu s ^ partir des fragm nts 
ddcrits, soit par synthase en utiiisant des synth6tiseurs d'acides nucldiques. 

Le terme "hybridant" designe au sens de 1' invention toute hybridation dans 
des conditions normales, stringentes ou non, telles que d^finies ci-apres. 
Des conditions d'hybridation stringentes sont par exemple : Hybridation d 
50% formamide, 5 X SSC, 1 X Denhardt ; Lavage d 65X en 0,1 X 
SSC, 0,1% SDS. Des conditions non-stringentes sont notamment : 
Hybridation a 37**C. 40% formamide. 5 X SSC. 1 X Denhardt ; Lavage a 50*C 
en 1 X SSC. 0.1% SDS. Les conditions stringentes sont particulierement 
adaptees lorsque les acides nucleiques sont presents en faibles quantites 
et/ou sous forme peu purifiee. Les conditions non stringentes sont plus 
adapt§es lorsque racide nuclelque est present en quantites plus importantes 
et se trouve sous forme significativement representee dans Techantillon. 
Avantageusement. les sequences "hybridant" sont des sequences qui 
hybrident en conditions stringentes. et qui possedent done un degre 
d'homdiogie structurale 6leve avec la sequence concemee (par exemple la 
sequence SEQ ID n** 2) ou ses fragments. En outre, les sequences hybridant 
peuvent comporter une region permettant Thybridation et une region contigue 
n'hybridant pas, mais correspondant aux regions flanquantes. 

Par ailleurs. Tactivite de promoteur transcriptionnel des "Yragments" ou 
"parties" et "sequences hybridant" peut etre controlee aisement par rhomme 
du metier selon la methodologie decrite dans 'les exemples. En particulier. 
ractivite des fragments/hybridants peut etre verifiee en introduisant ces 
acides nucleiques en 5' d'un gene marqueur. puis en etudiant Texpression de 
ce marqueur dans une population de cellules telles que par exemple des 
bacteries du genre Clostridium, notamment Clostridium perfringens. 

Les exemples presentes plus loin montrent que les acides nud'iques d 
rinvention permettent d'amplifier de maniere significative Texpression d'une 
proteine dans une bacterie. notamment dans un Clostridium perfringens. 



Ainsi, sur une souche sauvage productrice de toxine beta2, le niv au de 
production est augmente d'un facteur 40 a 80 environ n presence d'un acide 
nucleique de Tinvention. Par ailleurs. les exemples qui suivent montrent en 
outre que ces acides nucl^iques permettent {'expression ^ des taux 
significatifs de protSines heterologues dans les bacteries du genre 
Clostridium. En particulier, les exemples montrent que les acides nucleiques 
de rinvention permettent la production de toxines h6terologues dans ces 
bacteries. 

A cet egard, rinvention concerne egalement une cassette d*expression d'un 
transgene caracterisee en ce qu'elle comprend. dans Torientation 5* -> 3* : 

- un acide nucleique tel que defini ci-avant. et 

- ledit transgene. 

Dans la cassette de rinvention, Tacide nucleique et le transgene sont lies 
ensemble de maniere operationnelle (c'est a dire de sorte que Tacide 
nucleique permet Texpression dudit transgene). 

Avantageusement, la cassette selon rinvention comprend en outre, en 3' du 
transgene, un terminateur transcriptionnel. 

Par ailleurs. la cassette de rinvention peut egalement comporter de maniere 
avantageuse un signal de secretion, permettant d'induire ou tfaugmenter la 
secretion du produit d'expression du transgene par les cellules. 
Avantageusement, ce signal de secretion est localise entre racide nucleique 
de rinvention et le transgene, en phase de lecture avec ce dernier. 

A cet effet, les inventeurs ont egalement mis en evidence, dans le gene 
identifie, I'existence d'un tel signal de secretion, particulierement actif dans 
les bacteries du genre Clostridium. Ce signal est represents par les residus 
268-357 sur la sequence SEQ ID nM. et separement sur la sequence SEQ 
ID n**3. Ce signal, ou tout variant ou fragment actif d celui-ci, constitue un 
mode de realisation avantageux de rinvention. 
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Comme indique precedemment Tinvention est particulidrement appropriee 
pour la production de toxines ou fragments ou variants de toxines. Ainsi, 
dans un mode de mise en oeuvre particulier, la cassette d'expression seton 
rinvention est caracterisde en ce que le transg^ne code pour une toxine ou 
un fragment ou variant de toxine. Plus particuli^rement encore, le transgdne 
code pour une toxine ou un fragment ou variant de toxine d'une bacterie 
pathogene. 

On entend par "toxine" au sens de rinvention tout peptide, polypeptide ou 
proteine produit par une bacterie pathogene, et implique dans ladite activite 
pathogene, II peut s'agir d'un facteur directement responsable de la toxicite 
de la bacterie. ou participant a cette toxicity. Un "fragment" de toxine peut 
etre constitue de toute partie d'une toxine, ayant conserve certains motifs 
immunogeniques de la toxine. En particulier. il a ete decrit que les toxines 
bacteriennes presentent souvent differents domaines fonctionnels distincts, 
et notamment un domaine implique dans Tactivite toxique (site catalytique) 
distinct d*autres domaines impiiques dans la reconnaissance de sites ou 
dans des interactions avec des partenaires. Un "fragment" de toxine selon 
rinvention est constitue avantageusement d'un domaine depourvu d'activite 
toxique, mais conservant un pouvoir immunogene. Un variant de toxine peut 
etre constitue par exemple d'un derive resultant de modifications gen6tiques 
de la sequence codant pour ladite toxine ou fragment de toxine. De telles 
modifications genetiques sont par exemple des mutations, delations, fusions, 
etc. Generalement. les mutations affectent de 1 a 10 residus. de preference 
de 1 a 5 residus. Ces mutations sont des mutations modifiant Tacide amine 
code, et done la sequence de la proteine. Les deletions peuvent etre des 
deletions internes ou terminates. Elles peuvent effecter jusqu'a 40% de la 
sequence entiere. Les fusions consistent a introduire des regions 
supplementaires en 5' et/ou en 3' de la sequence, ou eventuellement a 
inserer de telles regions au sein de la sequence. Ces modifications peuvent 
etre effectuees dans le but soit de diminuer, voire supprimer la toxicite de 
ces proteines, soit d'ameiiorer leur production ou leur stabilite par exemple. 
De telles modifications genetiques peuvent etre realisees selon les 




conditions classiques de la biologi moidculatre, t sont iliustre s dans Tart 
antdrieur ainsi que dans la suite du t xte d la present d mande. 

Plus particulierement, les cassettes de I'invention sont adapt^es d la 
5 production des toxines ou variant suivants : 

. Toxine Beta 2 de Clostridium perfringens ou tout fragment immunogene. Le 
profil d'hydrophilicit^ de ta toxine Beta2 est repr6sent§ sur la figure 8. Ce 
profil fait apparaitre plusieurs regions hydrophiles, qui d^finissent des 
fragments particuliers au sens de I'invention. Ces regions sont notamment 

10 localisees au niveau des residus d'acides amines 40-55. 105-120. 160-170. 
175-188. 200-210 et 250-260 tels que representes sur la sequence SEQ ID 
n*" 1 . Par ailleurs, des fragments de la toxine Beta2 depourvus de toxicite 
sont notamment les fragments trypsiques de 24. 15 et 13 kDa decrits dans 
les exemples. Des constructions pour Texpression de cette toxine sont 

15 decrites dans les exemples. 

Toxine Betal de Clostridium perfringens ou tout fragment immunogene. La 
sequence de cette toxine a ete decrite dans la litterature (Hunter et al.. Infect. 
Immuh. 61 (1993) 3958-3965). Des constructions pour Texpression de cette 
toxine sont dechtes dans les exemples. 

20 Toxines lota de Clostridium perfringens ou tout fragment immunogene. La 
sequence des genes codant pour les toxines lotal (gene la) et lota2 (gene 
lb) ont ete decrites dans la litterature (Perelle et al.. Infect. Immun. 61 (1993) 
5147-5156). 

Toxine alpha de C. novyi ou tout fragment immunogene. La sequence du 
25 gene de cette toxine (gene tcna) a ete decrite dans la litterature (Hofmann et 
a!., Mol. Gen. Genet. 247 (1995) 670-679). 

Toxine alpha de C. septicum ou tout fragment immunogene. La sequence 
du gene de cette toxine a ete decrite dans la litterature (Ballard et al., Infect. 
Immun. 63 (1995) 340-344). 
30 Toxines A et B de C. difficile ou tout fragment immunogene. La sequence du 
gene de ces toxines a ete decrite dans la litteratur . ainsi que differentes 
regions immunogenes (Von Eichei-Streiber t a!.. Mol. Gen. Genet. 233 
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(1992) 260-268 ; Von Eich l-Streiber et al., J. G n. Microbio. 135 (1989) 5& 
64 ; Von Eichel-Streiber et al.. J. Bact riol. 174 (1992) 6707-6710). 
. Toxine epsilon de C. perfringens (Worthington et al.. Onderstepoort J. Vet. 
Res. 40 (4) (1973) 146-152; Hunter et al. Infect. Immun. 60. (1992) 102-110). 
. Enterotoxine de C. perfringens (McClane, Toxicon. 34 (1996) 1335-1343). 
. Toxine de C. chauvoei (Crichton et al.. Australian Vet. J. 63 (1986) 68). 
. Cytotoxine L de C. sordellii ou tout fragment immunogene. La sequence du 
gene de cette toxine a 6t6 d^crite dans la littdrature (Green et al.. Gene 161 
(1995) 57-61), ainsi que differentes r6gions immunog^nes. En particulier, 
cette toxine est constituee d'une prot^ine de 270 kDa environ et differents 
fragments antigSniques ont §te d^crits. 
. Toxine pertussis. 

. Toxine tetanique, toxique botulique, en particulier le fragment C de ces 
toxines qui est le fragment immunog§ne (Makoff et al.. Bio/Technology 7 
(1989) 1043; Figuelredo et al., Infect. Immun. 63 (1995) 3218-3221; Wells et 
a! , Molecular Microbiol. 8 (1993) 1155-1162; Boucher et al, Infect. Immun. 
62 (1994) 449-456. Clare et al., Bio/Technology 9 (1991) 455; Clayton et al., 
Infect. Immun. 63 (1995) 2738-2742). 

Les acides nucleiques et/ou les cassettes d'expression selon invention 
peuvent etre inseres dans un vecteur, qui constitue un autre objet de la 
presente Invention. Avantageusement. il s'agit d'un vecteur fonctionnel dans 
les bacteries, c'est-a-dire capable de p6n6trer dans les bacteries et d'y 
transporter les acides nucleiques de I'invention. Plus pref6rentiellement, un 
tel vecteur comporte soit une origine de replication fonctionnelle dans une 
bacterie, soit des sequences lui pemnettant de s'integrer dans le genome 
d'une bacterie. II peut s'agir plus particulierement d'un plasmide, phage, 
episome, etc. En outre, certains vecteurs peuvent comporter 
avantageusement deux origines de replication, I'une fonctionnelle dans des 
bacteries du genre E. coli. I'autre fonctionnelle dans des bacteries du type 
Clostridium par exemple. 
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D manidr particulidrement prefdr^e, I vecteur d I'inv ntion st un vect ur 
fonctionn I dans les bacteries du genre Clostridium, notamment dans les 
bact^ries Clostridium perfringens. II peut s'agir d titre d'exemple tfun vecteur 
d6riv6 du plasmide pAT19 d6crit par Trieu-Cuot et ai. (Gene 102 (1991) 99- 
104). Un tel d6riv6 est par exemple le vecteur pMRP353 ou le vecteur 
pMRP268 tels que repr^sent^s sur les figures 2-4. 

L' invention conceme en outre toute cellule recombinante comprenant un 
acide nucleique ou une cassette d'expression ou un vecteur tels que d^finis 
ci-avant. Avantageusement, la cellule recombinante est une cellule 
procaryote, de preference une bacterie. De maniere particuli6rement 
avantageuse, la cellule de I'invention est une bacterie du genre Clostridium 
choisie parmi C. absonum, C. baratii. C. bifermentans, C. chauvei. C. difficile, 
C. ghonii, C. lituseburense, C. novyi, C. perfringens, C. septicum. C. sordellii, 
C. subterminale et C. tetani. Encore plus pref6rentiellement. il s'agit d'une 
bacterie C. perfringens. 

Les cellules recombinantes de invention peuvent §tre preparees en utilisant 
toutes les techniques connues de I'homme du metier permettant I'introduction 
d'un acide nucleique dans une cellule. II peut s'agir par exemple de 
techniques physiques (electroporation. bombardement, "gene gun", etc.) de 
techniques chimiques (precipitation au CaP03. utilisation d'agents de 
transfert chimiques : lipides cationiques. polymeres, etc) ou d'autres 
methodes telles que la fusion de cellules, la conjugaison, etc. (Scott et al., 
Gene 82 (1989) 327-333; Phillips-Jones, FEMS Microbiol. Letters 66 (1990) 
221-226; Allen et al., FEMS, Microbiol. Letters 70 (1990) 217-220). 

En outre, une cellule recombinante de I'invention peut comporter plusieurs 
cassettes ou vecteurs de I'invention comprenant des transgenes differents, et 
produire ainsi soit des toxines differentes, soit des fragments differents d'une 
meme toxine. 



12 



L'inv ntion concern 6gal ment un proc6d6 de production d*un poiypeptid 
comprenant Tintroduction dans une cellule hdte d'un transg^n codant pour 
ledit polypeptide sous contrdle d'un promoteur tei que ddfini dans invention, 
puis la recuperation dudit polypeptide. 

Un procede particulier de production de polypeptides selon ^invention 
comprend la culture d*une cellule recombinante telle que definie ci-dessus 
comprenant une cassette d'expression ou un vecteur, le transgene codant 
pour ledit polypeptide. 

Plus particulierement. dans le procede de Tinvention, la cellule est une 
bacterie du genre Clostridium, encore plus preferentiellement C. perfringens. 

Le precede de invention est tout particulierement adapte a la production 
d'une toxine ou d'un toxoide. Le terme 'toxoide" est bien connu de I'homme 
du metier, et designe toute forme inactivee d'une toxine, c'est-a-dire 
depourvue de caractere toxique, mais conservant des proprietes 
immunologiques de la toxine. A titre particulierement prefere. le procede de 
rinvention est utilise pour la production d'une toxine (ou d'un toxoide 
correspondant) choisie parmi le groupe comprenant les toxines alpha. b6ta 
(beta1 et beta2), iota (1 et 2), epsilon et enterotoxine de C. perfringens. la 
toxine pertussique. la toxine tetanique, la toxine alpha de C. septicum. la 
toxine alpha de C. novyi, les toxines A et B de C. difficile ou la cytotoxine L 
de C, sordellii. 

De maniere plus generate. I'invention concerne done I'utilisation d'un acide 
nucleique tel que defini ci-avant pour la production de polypeptides. 

L' invention concerne egalement un procede de preparation d'une 
composition immunogene comprenant les etapes suivantes : 

a) ['expression d'une ou plusieurs toxines (ou toxoides 
correspondants) dans une cellule telle que definie ci-avant. 

b) la recolte du sumageant, 
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c) de maniere facultative, le trait ment du sumageant pour purifier ou 
concentrer la (les) toxine(s) ou toxoTde(s), 

d) I'inactivation de la (des) toxine(s), et 

e) de manidre facultative, le conditionnement de ia (des) toxtne(s) 
inactivee(s) ou du (des) toxoTde(s). 

Dans le proced^ de {'invention, une Mape suppl^mentaire facultative, situee 
avant ou apres I'^tape d), comprend le regroupement du sumageant avec 
d'autre(s) surganeant(s) de culture contenant une toxine differente ou 
identique, ou un toxoide correspondant. Ce ou ces autres sumageants 
peuvent provenir de souches recombinantes telles que definies dans 
invention, ou de toute autre souche, recombinante ou non, productrice de la 
toxine consideree. Avantageusement, dans le precede de invention deux 
surnageants sont regroupes. provenant de cultures de bacteries 
recombinantes selon I'invention produisant une toxine differente. 

a) Production des surnageants 

La premiere etape dans la production des compositions immunogenes de 
rinvention consiste a produire des sumageants de culture contenant la ou 
les toxines considerees. Avantageusement, les surnageants proviennent au 
moins en partie tfune souche bacterienne recombinante comprenant une 
cassette ou un vecteur tel que defini ci-avant. Dans le cas de vaccins 
polyvalents, plusieurs voire tous les surnageants peuvent etre des 
sumageants de souches bacteriennes recombinantes comprenant une 
cassette ou un vecteur tel que defini ci-avant. Plus preferentiellement, ii 
s'agit de souches recombinantes de Clostridium, plus preferentiellement C. 
perfringens. Un des avantages du precede de Tinvention est qu'il permet de 
limiter le nombre d'organismes differents employes pour les fermentations. 
Par ailleurs, les souches recombinantes utilisees peuvent egalement 
comprendre plusieurs cassettes ou vecteurs de Tinv ntion. de sorte qu'elles 
produisent simultanement plusieurs toxines. Ce mode de realisation permet 
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avantageusement de r'duire en plus le nombre de fermentations dans le 
proc6d6 de fabrication. 

La production peut etre reaiisde dans les conditions de culture decrites ci- 
avant, en fermenteurs allant de 50 d 1500 litres. Lorsque les sumageants 
contenant les toxines ont et6 produits, lis sont soumis a differents 
traitements. 

b) Recolte des sumageants 

Les sumageants sont recoltes par les techniques classiques de la biologie, 
bien connues de rhomme du metier. En particulier. les sumageants peuvent 
etre recuperes par simple filtration permettant de separer les cellules. 

c) Traitement des sumageants 

De maniere facultative, pour ameliorer la qualite de la preparation finale, il 
est possible de soumettre les sumageants a des traitements supplementaires 
tels que filtrations, centrifugations. concentrations, etc, Ces traitement 
permettent de clarifier les sumageants. et d'effectuer une purification 
partielle des toxines. Ces techniques sont connues de Thomme du metier. 
Par ailleurs, dans le cas de vaccins polyvalents, differents sumageants 
peuvent etre regroupes a ce stade. 

d) Inactivation des toxines 

Pour preparer une preparation immunogene efficace. il est bien entendu 
important que Tantigene utilise soit depourvu de la toxicite de la toxine centre 
laquelle une protection est recherchee. Dans le but de generer ces toxines 
inactivees (toxoides), differentes techniques sont envisageables (Rappuoli et 
al., Int. Arch. Allergy Immunol. 108 (1995) 327-333). 

. Inactivation chimique 
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L'inactivation de toxines par voie chtmique a 6X6 decrite depuis ass z 
longtemps, et continue d'§tre utilis^e aujourd'hui pour de nombreuses 
preparations immunogdnes. Ainsi, dans le but d'inactiver les toxines 
bacteriennes sans affecter trop leurs propri6tes immunogenes, les 
surnageants selon le procede de invention peuvent §tre traites par les 
composes suivants : formol, 3-propiolactone, iode, formaldehyde ou 
glutaraldehyde. Les conditions et doses plus precises utilsables sont 
connues de Thomme du metier, et ont 6t6 d6crites par exemple par Rappuoli 
R. (In Woodrow GC, Levine MM (eds): New Generation Vaccines. New York. 
Dekker. 1990 p.251-268), incorporee a la presente par reference. 

. Inactivation physique 

L'inactivation des toxines peut egalement etre realisee par voir physique, par 
exemple par irradiation. 

. Inactivation par haute pression 

L'inactivation peut encore etre effectuee par traitement haute pression. 

. Inactivation genetique 

Une autre approche pour l'inactivation des toxines repose sur la modification 
genetique de leur structure primaire. Dans ce cas, les produits liberes dans 
le surnageant sont deja des toxoides. et il n'est pas necessaire d'effectuer 
une etape supplementaire d'inactivation. L'inactivation (ou detoxification) 
genetique consiste essentiellement a modifier les acides nucleiques codant 
pour les toxines, de sorte que un ou plusieurs acides amines sont changes et 
en ce que la proteine produite soit depourvue de toxicite. Par exemple, il st 
possible de remplacer des acides amines impliques dans Tactivit' 
enzymatique, et done dans la toxicite. par des acides amines differents 
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ddpourvus d cette activity. II st gal m nt possibi d ddl^t r des regions 
de la toxine, de manl§r d fabriqu r d s fragments non-toxiques. 
immunogdnes. Cette stratdgie peut notamment dtre mise en oeuvre lorsque 
des epitopes des toxines ont 6t6 identifies (par exemple par "epitope 
scanning") ou sont identifiables (par exemple d partir d'un profil 
d'liydrophobicite). Cette stratdgie peut dgalement dtre appliquee d la 
production de fragments (par exemple trypsiques) dont I'absence de toxicity 
a ete mise en Evidence. Par atlleurs, la modification gdndtique peut 
egalement etre realisee par mutag^nese au hasard, et selection des clones 
produisant un toxoTde. Une telle strategie a d6ja §td mise en oeuvre avec 
succes pour produire des toxoTdes de la toxine diphterique par mutagenese 
au moyen de nitrosoguanidine (NTG) (Giannini et al., Nucleic Acids Res. 12 
(1984) 4063-4069). Par ailleurs, la production de toxoTdes par mutagenese 
site-sp^cifique a Egalement etd realisee avec succds a partir des gdnes des 
toxines pertussique et chol§rique (Pizza et al., Science 246 (1989) 497-500 ; 
Pizza et al.. J. Exp. Med. 6 ( 1994) 2147-2153 ; Fontana et al.. Infect. Immun. 
63(1995)2356-2360). 

Les toxoTdes ainsi produits sont ensuite utilises directement pour la 
preparation des compositions vaccinates. 

e) Formulation 

Les toxoTdes sont g6neralement conditionnes selon les techniques 
classiques de la pharmacop6e, de maniere appropriee S un usage vaccinal. 
Preferentiellement, les toxoTdes sont formules en presence d'adjuvants ou 
d'excipients. adaptes a la realisation de solutes injectables. En particulier, 
rinjection est avantageusement realisee par voie sous-cutanee ou 
systemique. Les doses d'antigene (toxoTde) utiiisees sont generalement 
celles assurant la meilleure protection sans induire de reaction secondaire 
significative. Les conditions et sites d'injection. aInsi que les techniques de 
determination des doses sont illustrees en details dans la pharmacop'e 
(Vaccinum Clostridii Perfringentls. Chap. 363). 
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L'invention conceme §gaiement toute preparation immunogene comprenant 
une toxine produite dans une souche recombinant telle que d^finie ci-avant. 
L'invention conceme plus particuii^rement toute preparation immunogene 
comprenant un toxoTde de la toxineBeta2 recombinante, dventuellement 
associ^e a d'autres toxoYdes. 

La presents invention sera decrite plus en details S I'aide des exemples qui 
suivent, qui doivent etre consid^res comme illustratifs et non limitatifs. 

Leaende des Figures 

Figure 1 : Strategie de clonage du g§ne complet de la toxine Beta2 de C. 

perfringens. H, Hindlll ; S, Sau3A. 
Figure 2 : Representation schematlque du vecteur pMRP268 
Figure 3 : Representation sch6matique du vecteur pMRP353 
Figure 4 : Representation schematique d'un plasmide portant le promoteur 

Beta2 

Figure 5 ; Analyse en SDS-PAGE et Western Blot de la toxine Beta2 
recombinante purifi6e : (A) Gel SDS (0.1%)-PAGE (10%) colore 
au bleu de coomassie de la toxine recombinante Beta2 (4,5 pg); 
(B) Western blot correspondent obtenu avec des anticorps anti- 
beta2. 

Figure 6 : Etude de la toxicite de la toxine Beta2 purifiee sur les cellules 1407. 

Photos prises au microscope S contraste de phases de cellules 
1407 controle (A) ou traitees par 20 pg/ml de toxine Beta2 (C) 
pendant 18 heures. (B) et (D) : visualisation du cytosquelette 
d'actine. 

Figure 7 : Sensibilite de la toxine Beta2 a la trypsine. La toxine Beta2 (165 
Mg/ml) a ete incubee sans (ligne 7) ou avec 16 ng/ml (ligne 1), 160 
ng/ml (ligne 2), 400 ng/ml (ligne 3). 1.6 Mg/ml (ligne 4). 4 pg/ml 
(ligne 5) et 16 pg/ml (ligne 6) de trypsine. 
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Figure 8 : Profil d'hydrophobicitd de la toxin Beta2. 
Liste des Sequences 

SEQ ID n** 1 : Sequence du g§ne de la toxine Beta2 de Clostridium 
Perfringens type C 

SEQ ID n** 2 : Sequence du promoteur du gdne de la toxine Beta2 de 
Clostridium Perfringens type C 

SEQ ID n** 3 : Sequence du signal de s§cr§tion du gene de la toxine Beta2 

de Clostridium Perfringens type C 

SEQ ID n° 4 : Sequence de I'amorce P318 

SEQ ID n° 5 : Sequence de I'amorce P292 

Mat6riels et M6thodes 

1 . Souches et ADNs bacteriens utilises. 

Les souches bacterienries utilisees sont mentionnees dans les Tableaux 1 et 

2. Les souches de Clostridium ont ete cultivees en presence de Trypticase 
(30 g/litre), extrait de levure (20 g/litre). glucose (5 g/litre) et cysteine-HCI 
(0,5 g/litre). pH 7.2 (milieu TGY) a 37°C en conditions anaerobies. 

L'ADN total et I'ADN plasmidique de Clostridium ont ete extraits et purifies 
selon la technique d6crite par Perelle et al. (Infect. Immun. 61 (1993) 5147- 
5156). 

Les plasmides pUC19 et pUC18 (Appligene. Strasbourg, France) ont ete 
utilises pour les experiences de clonage dans E. coli TG1. et les vecteurs 
navettes pAT19 (Trieu-Cuot et al., Gene 102 (1991) 99-104) et pJIR750 
(Bannan et Rood^ Plasmid 229 (1993) 233-235) ont §te utilises pour les 
experiences de clonage et d'expression dans Clostridium, notamment dans 
Clostridium perfringens 667-76. une souche negative pour la lecithine. 

2. Les oligonucleotides synthetiques et les experiences d'hybridation ont ete 
realisees dans les conditions decrites dans Perelle et al, 1993 (supra). 
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3. Les experiences d'ampiification par PCR ont 6t§ r^alis^es dans un volum 
total de 100 pi en utilisant 100 ng d*ADN comme d6crit pr6c6demment 
(Perelle et al, 1993, supra). 

4. Les ligatures et transformations ont 6t6 effectudes selOn les protocoles 
standard de la bioiogie mol^culaire (Sambrook et al., Molecular Cloning: a 
laboratory manual. Cold Spring Harbor Laboratory Press. Cold Spring 
Harbor, N.Y., 1989). 

5. La purification de la toxine Beta2 et son microsequengage ont ete realises 
selon le protocole decrit dans la demande intemationale n** W095/17521 . 

6. La cytotoxicite a dte determinee selon le test suivant : Les cellules 
intestinales 1407 (ATCC) ont ete cultivees en milieu Dulbecco modifie 
(DMEM) supplemente par 5% de serum de veau f6tal. Les cellules 1407 ont 
ete etalees sur des plaques de culture 96 puits (Falcon, Becton Dickinson) et 
cultivees pendant 24 heures a 37*'C dans un incubateur a 5% C02 pour 
obtenir des monocouches. Des dilutions en serie d'un facteur 2 d'echantillons 
de volume final 100 pi ont ete ajoutees aux monocouches. Les cellules ont 
ete examinees apres 18 heures d'incubation, pour detecter tout changement 
de morphologie. Le cytosquelette d'actine a ete visualise par 
immunofluorescence au moyen de phalloidine isothyocyanate fluorescente (1 
Mg/ml. Sigma) selon la technique decrite par Giry et al. (Infect. Immun. 63 
(1995)4063-4071). 

Examples 

A - Cionage du gdne complet de la toxine Beta2 de Clostridium 
Perfringens type C 

Get exemple decrit le cionage du gene complet de la toxine B'ta2. c*est-a- 
dire incluant les signaux en 5' de regulation et d'adressage. 



20 



Un fragment de 676 pb comprenant ssentiellement la region codant pour la 
forme mature de la protSine a dt6 isol6 par amplification en utilisant les 
amorces P279 et P280 d^duttes du micros^uengage de la protdine 
(W095/17521). Ce fragment ne comporte pas ie gdne complet, dans la 
mesure ou aucun signal de regulation en 5' du gene n'est present. En outre, 
Texistence de sequences d'adressage n*est pas divulguee ni deductible de 
ce fragment. Dans Ie but de doner Ie gene complet, les inventeurs ont dans 
un premier temps utilise ce fragment comme sonde pour isoler. par 
hybridation a partir d'une banque genomique, un fragment de taille 
superieure comportani la r6gion 5'. Aucune de ces experiences n'a 
cependant permis de detecter ni. a fortiori, d'obtenir un fragment 
correspondant, quelles que soient les conditions ^hybridation utilisees. Les 
inventeurs ont done imagine une strategie diff6rente pour tenter d*isoler un 
fragment portant les regions 5' du gene. A cet 6gard. les inventeurs ont dans 
un premier temps circularise la matrice servant a Tamplification. et precede a 
une amplification par PGR inverse sur TADN ainsi obtenu, en utilisant les 
amorces P292 et P318. dont la sequence est la suivante : 

P318 : 5'-GAAATGTTTACAACTGTATTAATATCGTAG-3* (SEQ ID n* 4) 
P292 : 5'-TCAAGTTTGTACATGGGATGATG-3' (SEQ ID n** 5) 

La localisation de ces amorces sur Ie gene est indiquee dans la sequence 
SEQ ID n**!. La strategie de clonage est representee sur la Figure 1. Le 
fragment amplifie ainsi obtenu a ensuite ete sous clone dans le plasmide 
pUC18 coupe par Smal. pour generer le vecteur pMRP224 (Figure 1). 

La sequence complete du fragment ainsi obtenu. de 1392 pb. est 
representee sur la sequence SEQ ID n* 1 . 

B - Identification des regions promotrices 
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La sequence obt nue dans Texemple A (SEQ ID 1) comporte un phase 
ouv lie de lecture, codant pour la toxine B6ta2 matur (rdsidus 358 d 1122), 
et des regions r§guiatrices ou d'adressage situSes en 5' et en 3*. La region 
promotrice du gene de la toxine Beta2 de Clostridium Perfringens type C 
peut §tre localisee sur cette sequence comme comprenant les residus 1 a 
267. Cette sequence du promoteur du gene de la toxine Beta2 de Clostridium 
Perfringens type C est pr6sent§e s6par6ment sur la s6quence SEQ ID n* 2. 
Cette sequence comporte notamment un site consensus de fixation des 
hbosomes (GGGGGG) localis6 7 nucleotides en amont du codon d'initiation 
ATG. soit aux positions 255-260 de la sequence SEQ ID n* 2. 

Cette region, ou tout fragment ou variant de celle-ci. peut etre isolee a parlir 
d'echantillons d'acides nucleiques de Clostridium en utilisant les sondes 
appropriees (par exemple correspondant a la sequence SEQ ID n*" 2 ou un 
fragment de celle-ci), ou par synthese chimique. ou par digestion 
enzymatique a partir des plasmides de Tinvention, notamment du plasmide 
pMRP268, depose le 8 aout 1997 a la collection de I'lnstitut Pasteur (CNCM) 
sous le numero 1-1911. 

L'activite de promoteur transcriptionnel de cette region ou des fragments ou 
variants peut etre controlee de differentes manieres. et notamment par 
insertion de cette region en amont d*un gene reporteur, et verification de la 
presence du produit de transcription ou de traduction dudit gene reporteur 
dans un hote cellulaire approprie, notamment une bacterie du genre 
Clostridium, plus preferentiellement C. Perfringens. 

Le gene reporteur peut etre par exemple le gene LacZ ou encore ie gene 
codant pour la luciferase. 

La construction de telles cassettes d'expression ou vecteurs est illustree 
dans les exemples D et suivants, ainsi que les conditions de transformation 
de differents hotes cellulaires. 
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C - Id ntificati h d s r6gi ns d'adressage 

La sequence obtenue dans I'exemple A (SEQ ID n* 1) comporte en plus 
d'une phase ouverte de lecture et de regions r^gulatrices de la transcription 
(exemple B) des signaux d'adressage permettant de dinger une proteine ou 
un peptide en cours de synthase, vers les voies de sScr§tion de la cellule 
hote. La region d'adressage (peptide signal de s^dtion) du gdne de la 
toxine Beta2 de Clostridium Perfringens type C peut dtre localis^e sur la 
sequence SEQ ID n" 1 comme comprenant les rSsidus 268 S 357. Cette 
sequence du peptide signal du gene de la toxine Beta2 de Clostridium 
Perfringens type C est presentee s6parement sur la sequence SEQ ID n" 3. 
Cette region code pour 30 acides amines, comportant une region 
hydrophobe (r6sidus 6-26), formant vraisemblablement un domaine 
transmembranaire, bord6e par des acides amines charges (Lys2. Lys3. Lys7 
et Lys27). Par ailleurs, la region de jonction entre cette sequence signal et la 
proteine mature (Ala30-Lys31 ) correspond au site de clivage (Ala-X) de la 
majeure partie des signal peptidases bacteriennes. 

Cette region, ou tout fragment ou variant de celle-ci. peut etre isolee a partir 
d'echantillons d'acides nucleiques de Clostridium en utilisant les sondes 
appropriees (par exemple correspondent a la sequence SEQ ID n" 3 ou un 
fragment de celle-ci). ou par synthese chimique, ou par digestion 
enzymatique a partir des plasmides de I'invention, notamment du plasmide 
pMRP268, depose le 8 aout 1997 a la collection de I'lnstitut Pasteur (CNCM) 
sous le numero 1-1 91 1 . 

L'activite de sequence signal de cette region ou des fragments ou variants 
peut etre controlee de differentes manieres, et notamment par insertion de 
cette region en amont d'un gene reporteur, et verification de la presence du 
produit de traduction dudit gene reporteur dans le sumageant de culture d'un 
hote cellulaire approphe. notamment une bacterie du genre Clostridium, plus 
preferentiellement C. perfringens. 
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La construction de cass ttes d'expression ou vecteurs comportant ce type d 
signal de secretion est illustr^ dans ies x mpl s qui suiv nt, ainsi qu les 
conditions de transformation de diff6rents hdtes cellulaires. 

5 D - Construction de cassettes d'expression et de vecteurs 

Les regions de regulation et d'adressage d^crites dans I'invention peuvent 
etre inserees dans tout vecteur d'expression classique. ou utilisees pour la 
construction de cassettes d'expression. 

10 

Ces cassettes et vecteurs sont particulierement adaptes a I'expression (et 
eventuellement la secretion) de prot6ines recombinantes dans des bacteries 
du genre Clostridium, notamment Clostridium perfringens. II est entendu que 
tout autre type cellulatre dans lequel ces regions sont fonctionnelles peut 
15 etre utilise. Ces regions sont particulierement avantageuses pour 
I'expression de toxines bacteriennes, notamment de toxines de bacteries du 
genre Clostridium. La construction de cassettes et vecteurs appropries est 
decrite ci-dessous. 

20 D1 . Construction du vecteur pMRP268 (Figure 2) 

Le vecteur pMRP268 porte les elements suivants : 

- une origine de replication OriR permettant sa replication dans une 
bacterie E. coli. 

25 - une origine de replication OriT permettant sa replication dans une 

bacterie du genre Clostridium. 

- deux genes marqueur (orfE et erm). permettant la selection des 
transformants chez E. coli et Clostridium. 

- une cassette d'expression comportant. dans le sens 5'->3', le 
30 promoteur du gene de la toxine Beta2 de Clostridium perfringens. le signal 

de secretion du gene de la toxine Beta2 de Clostridium perfringens. et la 
sequence codant pour la toxine Beta2 de Clostridium perfringens. 
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Ce vecteur a 6te construit a partir du piasmide pAT19, par intoduction d la 
cassette d'expression au niv au du multisite de cionage. Plus 
particulidrement. la cassette a ete obtenue par amplification du gdne de la 
Beta2 de C. perfringens de sequence SEQ ID n"" 1 au moyen des amorces 
P385 et P393, dont la sequence et la position sont representees sur la 
sequence SEQ ID n* 1 . en utilisant la Vent Polymerase (Biolabs) selon les 
recommandations du fabricant. Le produit d'ampiification resultant a ete 
insere aux sites EcoRI-PstI du piasmide pAT19. La souche C. perfringens 
667-76 n*exprimant pas la lecithine et contenant le piasmide pMRP268 a ete 
deposee a la CNCM. Institut Pasteur, le 8 aout 1997 sous la reference I- 
1911, 

D2. Construction du vecteur pMRP353 (Figure 3) 

Le vecteur pMRP353 porte les elements suivants : 

- une origine de replication OriR permettant sa replication dans une 
bacterie E. coli. 

- une origine de replication OriT permettant sa replication dans une 
bacterie du genre Clostridium, 

- deux genes marqueur (orfE et erm), permettant la selection des 
transformants chez E. coli et Clostridium. 

- une cassette d'expression comportant. dans le sens 5->3\ le 
promoteur du gene de la toxine Beta2 de Clostridium perfringens. le signal 
de secretion du gene de la toxine Beta2 de Clostridium perfringens. et la 
sequence codant pour la toxine Betal de Clostridium perfringens, 

Ci5 vecteur a ete construit a partir du piasmide pMRP268. par substitution de 
la sequence codant pour la toxine Beta2 de Clostridium perfringens par celle 
codant pour la toxine Betal. UADNc codant pour la toxine Betal a ete 
obtenu par amplification a partir de la souche NTCT8533 (Tableau 1) au 
moyen d'amorces introduisant un site Ncol a Textremite 5' (P321) t un site 
PstI a I'extremite 3' (P322). 
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D3. Construction d'un v ct ur utilisable pour 1' xpression de tout 

ADNc 

il est entendu que les vecteurs ddcrits en D1 et D2 ci-dessus peuvent dtre 
utilises pour I'expression de tout ADN d'int§rdt sous le controle d'une region 
promotrice provenant du gene B^ta2, par substitution de la sequence 
codante, comme IllustrS dans I'exemple D2. En outre, des vecteurs 
equivalents peuvent dtre construits S partir d'autres squeiettes plasmidiques 
classiques, portant d'autres origines de replications et marqueurs de 
selection. 

La Figure 4 represente un vecteur portant le promoteur du gene Beta2 de 
Clostridium perfringens, suivi d'un multisite de clonage permettant 
I'introduction de tout ADNc d'interSt. 

E - Production et purification de la prot6ine Beta2 recombinante dans 
Clostridium. 

Le plasmide pMRP268 a ete introduit dans la souche C. perfringens 667-76 
par electroporation (Perelle et al., 1993). La souche recombinante a 6t§ 
cultlvee pour une nuit dans du milieu TGY contenant 30 jjg/ml 
d'erythromycine, en conditions anaerobies S 37*C. Le sumageant de culture 
a ensuite ete precipite par saturation en presence de sulfate d'ammonium a 
60%. Le precipite a ete dialyse centre 10 mM de Tris-HCI, pH 7,5, et charge 
sur une colonne de DEAE Sepharose CL6B. La colonne a ensuite ete lavee 
et eluee en presence de NaCI 0.1 M dans le meme tampon. Le materiel elue 
a ete dialys§ centre du PIPES-HCI 10 mM. pH 6,5, puis charg6 sur une 
nouvelle colonne de DEAE Sepharose CL6B equilibree avec le meme 
tampon. Apres lavage, la colonne a et§ §lu§e avec un gradient 0-0,1 M de 
NaCI dans un tampon PIPES. Les fractions contenant la toxine Beta2 
recombinante purifiee ont ete concentrees. Le poids moleculaire apparent de 
la proteine recombinante, determine par SDS-PAGE, est de 28 kDa. ce qui 
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est en accord avec le poids mol§culaire calcuid d'aprds la sequence (Figure 

5). 

Les rSsultats obtenus montrent done : 

- qu'il est possible de produire et de sScrdter une toxine recombinante 
dans Clostridium, sous contrdle du promoteur B6ta2, 

- que la toxine recombinante peut dtre purifide, 

- que la structure de la toxine recombinante ne semble pas altSree. 

- que les niveaux d'expression obtenus sont superieurs d'un facteur 10 
a ceux observes dans une souche sauvage de Clostridium. 

Une experience a ete r6alis6e dans les conditions silmilaires. mais en 
introduisant le vecteur d'expression non pas dans la souche 667-76 (qui ne 
produit pas la toxine B6ta2), mais dans une souche sauvage de Clostridium. 
Les resultats obtenus montrent que la presence de vecteurs de Tinvention 
dans les souches de Clostridium permet d'augmenter les niveaux de 
production de la toxine B§ta2 d'un facleur 40 a 80. 

Ces resultats temoignent des avantages foumis par la presente invention. 
Ainsi, la possibilite de produire. a des niveaux importants. dans une souche 
de Clostridium, differents types de toxines. permet tfameliorer le pouvoir 
immunogene de ces surnageants. d'elargir la gamme de vaccins a des 
toxines faiblement produites de maniere naturelle. et de simplifier la 
production industrielle de compositions vaccinales. 

F - Production de la prot6ine Beta1 recombinante dans Clostridium. 

Le plasmide pMRP353 a ete introduit dans la souche C. perfringens 667-76 
par electroporation (Perelle et al., 1993). La souche recombinante a 6te 
cultivee pour une nuit dans du milieu TGY contenant 30 pg/ml 
tf'rythromycine. en conditions anaerobies a 37*'C. Le sumageant de cultur 
est traite comme dans Texemple E. 
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Cette experience permet de mettre n evidence la presence de Beta1 
recombinante dans les sumageants. 

Cet exemple illustre done la capacity des constructions de {'invention d 
produire et a secreter des toxines h6t6roiogues (i.e. differentes de Beta2 ou 
provenant d'organismes pathogdnes autres que C. perfringens) dans les 
souches de Clostridium. 

G - Production de compositions immunog^nes 

Comme indique ci-avant. la pr6sente invention permet dorenavant de 
produire. a des niveaux importants, dans une souche de Clostridium, 
differents types de toxines pouvant entrer dans la compositions de vaccins. 
L'invention permet ainsi tfameliorer le pouvoir immunogene de ces vaccin. 
d'elargir la gamme des vaccins a des toxines faiblement produites de 
maniere naturelle. et de simplifier la production industrielle de compositions 
vaccinales. 

En particulier, la presente invention permet de produire des vaccins 
contenant un toxoide de la toxine Beta2. c'est-a-dire une forme inactivee. 
permettant d'induire une protection amelioree contre les infections par 
Clostridium. Les avantages de telles compositions sont notamment illustres 
par la demonstration des propietes toxiques importantes de la toxine Beta2. 

G1. Proprietes de la toxine Beta 2 purifiee recombinante 

La toxine Beta2 purifiee a ete injectee, par voie intraveineuse. a des souris. 
Les resultats obtenus montrent que cette toxine est lethale pour des souris. a 
des doses inferieures a 3 pg. En outre, les resultats presentes sur la Figure 6 
montrent que la toxine Beta 2 est egalement toxique pour les cellules 1407. 
Par ailleurs, I'effet d'un traitement de la beta2 par la trypsine sur Tactivite de 
cette toxine a ete evalue, Comme indique sur la Figure 7. la trypsine, a 16 
ng/ml, dive la toxine beta2 en un constituent de 24 kDa, et a plus fortes 



28 



cx>ncentrations, en deux peptides de 13 t 15 kDa. L s t sts de cytotoxicite 
effectues avec ces produits de digestion trypsiqu montrent une abs nee 
totale de toxicity. De ce fait, la trypsine induit une perte de toxicity de la 
toxine b§ta2, et les peptides ainsi g6ndr§s peuvent dtre utilises comme 
5 toxoides. 

Afin de determiner fimportance de la toxine Bdta2 dans la pathogenicite de 
Clostridium, la presence du gene correspondant a 6t6 analyst dans 57 
souches de Clostridium diff^rentes (Tableaux 1 et 2). Les resultats obtenus 
montrent que certaines souches de Clostridium de type B et C portent le 

10 gene Beta2. En outre, parmi 27 souches isolees a partir de porcelets 
presentant des lesions de type necroses it enterocolis. 44% portent le gene 
beta2. De plus, seul le gene B6ta2 a etd detecte dans toutes les souches 
isolees a partir de chevaux mourant des symptomes de oolites et dans 
lesquels Clostridium perfringens a ete recoltee en quantite elevee 

15 (superieure a 10®/g) dans les extraits intestinaux. Ces resultats illustrent la 
correlation entre la toxine b6ta2 et certaines pathologies animates, et Tinteret 
de pouvoir generer des compositions vaccinantes dont Tun des antigenes est 
un toxoide de la toxine beta2, notamment pour la vaccination des porcelets 
et des chevaux. 

20 

G2. Production de compositions immunoqenes 

Get exemple illustre la production de compositions immunogenes ou 
vaccinales destinees a proteger les organismes concemes des infections par 
25 des souches pathogenes bacteriennes. 

a) Compositions polyvalentes ou monovalentes 

Comme indique ci-avant, des compositions vaccinales peuvent etre 
30 monovalentes (dirigees centre une seule toxine) ou polyvalentes (dirigees 
centre plusieurs toxines). Les vaccins disponibles sur le commerce sont 
generalement polyvalents (Miloxan. Gietvax5). Des compositions 
immunogenes preferees au sens de Tinvention sont egalement polyvalentes. 
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Avantageusement, les compositions immunogdnes de T invention 
comprennent au moins un toxoid recombinant produit dans un cellul 
recombtnante de I'invention. Une autre composition immunogdne pref^r^ au 
sens de I'invention comprend avantageusement un toxoTde de la toxine beta2 
de C. perfringens. Les compositions immunogdnes de I'invention peuvent 
comporter en outre toute toxine mentionnte prdc§demment. 

b) Production d'une composition immunogene centre la toxine B§ta2. 

Pour preparer une telle composition, le sumageant de culture de la souche 
C. perfringens transform6e par ie vecteur pMRP268 (exemple E) est recolte 
par les techniques classiques. Ce sumageant est centrifuge, puis filtr6 et 
concentre afin d'obtenir une pr6paration enrichie en toxines beta 
recombinantes. Cette preparation est ensuite soumise d un traitement par le 
formol afin d'inactiver les toxines presentes. L'efficacite du traitement est 
controlee par incubation de cellules 1407 en presence d'un 6chahtillon de 
cette preparation. 

Cette preparation peut ensuite §tre utilisee comme immunogene pour 
induire, dans un organisme, la production d'anticorps. La capacite des 
anticorps produits a inhiber une infection par des souches pathogenes de 
Clostridium peut ensuite etre determinee. comme decrit dans la 
Pharmacopee (Vaccinum Clostridium Perfringens). 

c) Production d'une composition immunogene polyvalente 

Pour preparer une telle composition, la preparation enrichie obtenue dans 
I'exemple b) ci-dessus est melangee. event ou apres inactivation, avec un ou 
plusieurs autres surnageants de culture ou preparation derivee comprenant 
une toxine ou un toxdide con^espondant, tel que par exemple un toxoide 
pertussique, cholerique et/ou tetanique. La pr'paration resultant st nsuit 
controlee et utilisee comme decrit dans T xemple b). 
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TABLEAU 1 



Souches de C. perfringens 
de Type C 


Presence du gdne de la 
toxine Beta2 


NCTC8533 




NCTC6121 




ATCC3628 




NCTC8081 




NCTC3180 


+ 


NCTC3182 


+ 



5 



TABLEAU 2 

10 



Isolats 
de 


Clostridium 
Totaux 


Presence des g^nes 


cpb2+, 
cpbl- 


cpb2+. 
cpb1 + 


cpb2-. cpb1- 


Porcelets 


27 


12 


12 


1 


Chevaux 


15 


16 


0 


0 


Aliments 


15 


2 


0 


0 



cpb2 : Gene de la toxine beta2 ; cpb1 . Gene de la toxine betal 
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Sequence SEQ ID n" 1 



1 ATTTGGGATATCTTAAATTTAGCACAGAAGAATGTTTAAATGAAATAAAGATAATAAAAA 
> P385 

6 1 GATATATTAATTATATAGCTGAAAATTTATAATTATATGATAAGTATAGTTAATAAATAA 
121 AAAGTGTTCTCGGGGGACACTTTTTTGTTTTAAAAAGGAAAATATAAATAAAATTTAGAT 
181 AAAAGTGTAAAATAATTATTTTTATTTTAAATTTGTTAAAAATTTGATATAATTGAATTG 
241 TAAAAAAAATTTC AGGGGGGA ATATAAATGAAAAAAA'TTA'PTTr'a a J^riTT^p^tyj^j^^ 

1 MKKIISKFTVI 
301 TTTATGTTTTCATGTTTTCrrATTGTTGGAGCAATAAGTCCAATGAAAGCAAGTGCy^^^ 

12 FMFSCFLIVGAISP MKASAk 

3 61 GAAATCGACGCTTATAGAAAGGTAATGGAGAATTATCITAATGCTTTAAAAAACTACGAT 

32 EIDAYRKV MENYLNALKNYD 

421 ATTAATACAGTTGTAAACATTTCAGAAGATGAAAGAGTAAATAATGTTGAACAGTATAGA 

52 INTVVNISEDERVNNVEQYR 

481 GAAATGTTAGAAGATTTTAAATATGATCCTAACCAACAACTGAAATCTTTTGA^ 

72 EMLEDFKYDPNQQLKSFEIL 

541 AATTCACAAAAGAGCGATAATAAAGAAATATTTAATGTAAAAACTGAATTTTTAAATGGTO 

92 N SQK SD NKEI FNVKTEFLNG 

601 GCAATTTATGATATGGAATTTACTGTATCATCTAAAGATGGAAAATTAATAGTATCTGAT 

112 AIYDMEF TVSS KDGK LIV SD 

661 ATGGAAAGAACAAAAGTTGAGAATGAAGGAAAATATATTTTAACACCATCATTTAGAACT 

132 MERTKVENEGKYILTPSFRT 

721 CAAGTTTGTACATGGGATGATGAACTAGCACAAGCAATTGGGGGAGTTTATCCACAAACA 

152 QVCTWDDELAQAIGGVYPQT 

7 81 TATTCTGATAGATTTACATATTATGCAGATAATATATTATTAAACTTCAGACAATATGCA 

172 YSDRFTYYADNILLNFRQYA 

841 ACTTCAGGTTCAAGAGATTTAAAAGTAGAATATAGTGTTGTAGATCATTGGATGTGGAAA 

192 TSGSRDLKVEYSVVDHWMWK 

9 01 GATGATGTTAAAGCTTCTCAAATGGTATATGGTCAAAATCCTGATTCTGCTAGACAAATA 

212 DDVKASQMVYGQNPDSARQl 

9 61 AGATTATATATAGAAAAAGGACAATCTTTCTATAAATATAGAATAAGAATTAAAAACTTT 

232 RLYIEKGQSFYKYRIRIKNF 

1021 ACACCTGCATCAATTAGAGTATTTGGTGAAGGGTATTGTGCATAGAAAAAAATATGAAGT 

252 TPASIRVFGEGYCA* < - 

1081 GACTTAGTCACTTCATATTTTTTTTACTATTAATTTTATTAT'aT'a 11 iir./-^ 



1141 TGAAAGTATTCTTAATACAGTTATATCAAAATTAAAGTAGGGGAAATAAAATAAAAGGCT 
1201 AAAAAOTATATTAAAAACTATAAAAATTATTAAATTAGGTTTTAAGGTGTTATATTTATT 

12 61 TATGATTATAGGAATAAATATGCCAAATGGAATAAATAAAAGTAATATTAATAATTGGTC 

13 21 TAAAAAGTATACATCATTGATAAAAGAAAAATTACCAGTAAAAATTGAGCTTAAAAAATT 

P393 < 

13 81 AAATGTAAATTT 1392 
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Sequence SEQ ID n'* 2 



1 ATTTGGGATATCTTAAATTTAGCACAGAAGAATGTTTAAATGAAATAAAGATAATAAAAA 
> P385 

6 1 GATATATTAATTATATAGCTGAAAATTTATAATTATATGATAAGTATAGTTAATAAATAA 

121 AAAGTGTTCTCGGGGGACACTTTTTTGTTTTAAAAAGGAAAATATAAATAAAATTTAGAT 

181 AAAAGTGTAAAATAATTATTTTTATTTTAAATTTGTTAAAAATTTGATATAATTGAAT^ 

241 TAAAAAAAATTTCAS2SSSSAATATAAATGAAAAAAATTATTTCAAAGTTTACTGTAATT 

1 

301 TTTATGTTTTCATGTTTTCTTATTGTT 
Sequence SEQ ID n° 3 



FMFSCFLiv ?^°'=^^^°'r^^TGAAAGCAAGTGCA.'VAA 
GAAATCGACGCTTATAGAAAGGTAATGGAGAATTAT^rrX^T^Jp;^ 



Sequence SEQ ID n" 4 

P318 : 5'-GAAATGTTTACAACTGTATTAATATCGTAG-3' 



Sequence SEQ ID n" 5 

P292 ; 5'-TCAAGTTTGTACATGGGATGATG-3* 
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REVENDICATIONS 

1 . Acide nucl^ique caract6ris6 en ce qu'il prdsente une activity de promoteur 
transcripttonnel et en ce qu'il comprend : 

(a) tout ou une partie de la sequence SEQ ID n"" 2 ou d'un variant de 
celle-ci. ou 

(b) une sequence hybridant avec tout ou partie du brin 
complementaire de la sequence SEQ ID n* 2. 

2. Acide nucleique selon la revendication 1 caracterise en ce qu*il comprend 
tout ou une partie de la sequence SEQ ID n"" 2. 

3. Acide nucl6ique selon la revendication 1 ou 2 caract§rise en ce qu'il s'agit 
du promoteur du gene de la toxine beta 2 de Clostridium perfringens ou d*un 
fragment de celui-ci. 

4. Cassette d'expression d'un transgene caracterisee en ce qu'elle 
comprend, dans I'orientation 5* -> 3' : 

- un acide nucleique selon la revendication 1 , et. 

- ledit transgene. 

5. Cassette d'expression selon la revendication 4 caracterisee en ce qu'eile 
comprend en outre, en 3' du transgene, un terminateur transcriptionnel. 

6. Cassette d'expression selon la revendication 4 ou 5 caracterisee en ce 
qu'elle comprend en outre, entre Tacide nucleique et le transgene, un signal 
de secretion. 

7. Cassette d'expression selon Tune des revendications 4 a 6 caracterisee en 
ce que le transgene code pour une toxine ou un fragment ou variant de 
toxine. 
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8. Cassette d'expression selon la revendication 7 caracterisee en ce que I 
transgdne code pour une toxine ou un fragment ou variant de toxine d'une 
bacterie pathogene. 

9. Vecteur comprenant un acide nucieique selon la revendication 1 ou une 
cassette ^expression selon la revendication 4. 

10. Vecteur selon la revendication 9 caract§ris6 en ce qu'il est fonctionnel 
dans les bacteries. 

11. Vecteur selon la revendication 10 caracterise en ce qu'il est fonctionnel 
dans les bacteries du genre Clostridium, notamment dans les bacteries 
Clostridium perfringens, 

12. Cellule recombinante comprenant un acide nucieique selon la 
revendication 1 ou une cassette d'expression selon la revendication 4 ou un 
vecteur selon la revendication 9. 

13. Cellule selon la revendication 12 caracterisee en ce qu'il s'agit d*une 
cellule procaryote, de preference une bacterie. 

14. Precede de production d*un polypeptide comprenant Tintroduction dans 
une cellule hote d'un transgene codant pour ledit polypeptide sous controle 
d'un promoteur tel que defini dans la revendication 1 . puis la recuperation 
dudit polypeptide. 

15. Precede de production d'un polypeptide caracterise en ce qu'il comprend 
la culture d'une cisllule recombinante selon la revendication 12 comprenant 
une cassette d'expression selon la revendication 4 ou un vecteur selon ia 
revendication 9, le transgene codant pour ledit polypeptide. 

16. Procede selon la revendication 14 ou 15 caracterise en ce que la cellule 
est une bacterie du genre Clostridium. 
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17. Procede selon Tune des revendications 14 S 16 pour la production d'un 
toxine ou d'un toxoTde. 

18. Utilisation d'un acide nuci^ique selon la revendication 1 pour la 
production de polypeptides. 

19. Acide nucleique comprenant tout ou partie de la sequence SEQ ID n"* 3. 

20. Procede de preparation d'une composition immunogene comprenant les 
etapes suivantes : 

a) ('expression d'une ou plusieurs toxines (ou toxoides 
correspondants) dans une cellule selon la revendication 12, 

b) la recolte du sumageant, 

c) de maniere facultative, le traitement du sumageant pour purifier ou 
concentrer la (les) toxine(s) ou toxoYde(s), 

d) I'inactivation de la (des) toxine(s). et. 

e) de maniere facultative, le conditionnement de la (des) toxine(s) 
inactivee(s) ou du (des) toxoide(s). 

21. Composition immunogene comprenant un toxoTde d'une toxine produite 
selon le procede de la revendication 17. 

22. Composition immunogene comprenant un toxoide de ia toxine Beta2 
recombinante. 

23. Toxine Beta2 recombinante essentiellement purifiee. 
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